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® Verfahren und Medlkement zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

© Die Erfindung betrifft ein Medikament mit mindestens 
einem Oligoribonukleotid (dsRNA) mit doppelstr8ngiger 
Struktur zur Hemmung dor Expression eines Zielgens, 
wobei eln Strang der dsRNA lumindest abschnittsweise 
komplementar rum Zelgen ist. 
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Beschreibung 



Die Erfindung bcuilTl cin Verfahren nach dcm Oberbe- 
griff des Anspruchs 1. Sie bctriffi ferner ein Mcdikamcnt 
und cine Vfcrwcndung doppclsirangigcr OBgoribonuklco- 
tide. 

Ein solchcs Nfcrfahrcn 1st aus dcr nachvcr6ffcntlichtcn 
WO 99/32619 bekanni. Das bekannte Verfahren ziclt auf die 
Hemmung dcr Expression von Genen in Zellen von Inverte- 
bratcn ab. Daru isi es crforderlich, dafi das doppelstrfingige 
Oligoribomikleolid eine zum Zielgen identiscbe Sequcnz 
mil cincr liingc von mindestens 50 Basen aufweist. Zur Er- 
zielung einer cffizieoicn Hemmung ist eine Lange dcr iden- 
tischen Sequcnz. von 300 bis 1000 Basenpaare erforderiich. 
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Nach MaBgabe der vtrfahrensseiiigen Erfindung ist vor- 
gesehen, daB der zum Zielgen komplementlre Bereich 
hochstens 49 aufeinanderfolgenden Niikteotidpaarc auf- 
weist, 

Bci den crfindungsgcmaBcn Oligoribonukleolidcn ban* 
delt es sich um solche, die zumindest abschnittsweise eine 
definicrte NuklcoUdscqucnz aufwriscn, Dcr definicrte Ab- 
schnitt kann auf den komplementfiren Bereich beschrankt 
scin. Es kann aber auch sein, dafi das doppclstrangige Oligo- 
ribonukieotid insgesaml eine definierte Nukleou'dscquenz 
aufweist 

Es hat sich Ubcrraschcndcrwcisc gczcigt, daB bcrcits bci 
einer Unge des komplementfiren Bereichs von hochstens 49 
Basenpaaren eine wirksamc Hemmung der Expression des 



Dcr Herstellungsaufwand eines solchen Oligoribonukleo- 15 Zielgens erreicht werden kann.EntsprechendeOUgoribonu- 

uds ist hoch. kleotide kOnnen mil geringerem HersteUungsaufwand be- 

Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sino-RNA reiigestellt werden. 

mil besonderen Sekundfirstrukturen, wobei die Anu-Sinn- Insbesondere dsRNA mit einer Ungc von mchr als 50 

RNA in Form cincs sic kodicrenden Vektors vorlicgt. Bci Nuklcotidpaarcn induzicrt in Saugcrzcllcn und humanen 

der Anu-Sinn-RNA handelt es sich um ein RNA-MolekUl » Zellen bestiramte zellularc Mechanismen, z. B. die dsRNA- 



das komplcmcntar zu Bcrcichcn dcr mRNA ist Durch Bin- 
dung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirku Diese Hemmung kann insbesondere zur Dia- 
gnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z. B. Tumorcr- 
krankungen oder viralen Infeku'onen, eingesetzt werden. - 
Die AnU-Sinn-RNA muB nachtciligcrwcisc in cincr Mcngc 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso 
groB wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der be- 
kannten Anti-Sinn- Verfahren ist nicht besonders hoch. 

Aus der US 5,712,257 ist ein Medikamenl bekanni, das 
fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und biologisch 
aktive fehlgepaarte BmchslUcke von dsRNA in Form eines 
tcmarcn Komplcxcs mil cincm obcrflachcnaklivcn Miucl 
enthatu Die dabei verwendete dsRNA besteht aus synthe- 
lisch hcrgcstclttcn Nuklcinsfiurccinzclstrflngcn ohnc defi- 
nierte Bascnsequenz. Die Einzelslrange gehen nichi-regu- 
larc, sog. "Nichl-Watson-Crick"-Basenpaarungen miteinan- 
der ein, so daB fehlgepaarte Doppelstrange gebildet werden. 
Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung der Vcrmehrung 



abhangigc Protcinkinasc odcr das 2-5A-Systcm. Das filhrt 
zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz 
aufweisende dsRNA vcrmittelten Intcrferenzeffektes. Da- 
durch wird die Protcinbiosynihese in der Zelle blockien. 
Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende Er- 
findung bcsciligt. 

Weiicrhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Ket- 
tenlfinge in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenUber langer- 
kenigen dsRNAs dcuilich erleichtert. 

Sofcm dsRNA als WirkstorT benutzt wird, hat es sich als 
voneilhafl erwicsen, dafi die dsRNA verpackt in micellare 
Strukturen, vorzugsweisc in Liposomen, vorliegt Die 
dsRNA kann glcichfalls in viralc nalUrlicbc Kapsidc odcr in 
auf chemise hem oder enzymalischem Weg bergestellte 
ktinsllichc Kapsidc odcr davon abgclciictc Strukturen cingc- 
schlossen sein. - Die vorgenannten Merkmale ermoglichen 
ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal weist die 
dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweisc 15 bis 49, Basenpaare 



von Rctrovircn, wic HIV. Die Vcrmehrung des Virus kann 40 auf. Die dsRNA kann also langcr als dcr zum Zielgen kom- 



gehemmt werden, wenn nichtsequenzspezifische dsRNA in 
die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer Jn- 
duktion von Interferon, wodurch die Vinisvermehnjng ge- 
hemmt werden soil. Der hemmende Effekt bzw. die Wirk- 
samkeit dieses Verf aniens ist gering. 

Aus Fire, A. et. al. NATURE, Vol. 391, pp. 806, ist es be- 
kanni, dafi dsRNA, dcrcn cincr Strang abschnittsweise kom- 
plememar zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms 
ist. die Expression tficucs Gens mit cincr ho hen Wirksamkeit 



plementare Bereich sein. Der komplementare Bereich kann 
endstfindig angeordnet oder in die dsRNA eingeschaltet 
sein. Eine solche dsRNA bzw. ein zur Kodierung derselben 
votgesehencr Vektor kbnnen syntheiisch bzw. enzymatisch 
mil gangigen Verfahren hergestellt werden. 

Das zu hemmende Gen wird zweckmfifligerweise in euka- 
ryontischen ZcUcn cxprimicn. Das Zielgen kann aus dcr fol- 
genden Gruppe ausgcwfihlt sein: Onkogen, Cylokin-Gen, 
Id-Protcin-Gcn, Entwicklungsgcn, Prion gen. Es kann auch 



hemmt.Es wird die Auffassung venretcn, dafi die besondere so in pathogenen Organismen, vorzugsweisc in Plasmodien, 

Wirksamkeit der verwertdeten dsRNA in ZeUen des Fadcn- exprimiert werden. Es kann Bestandteil eines, vorzugsweisc 

wurms nicht auf dein Anii-Slnn-Prinzip beruhl, sonderr* humanpaihogenen. Virus oder Viroids sein. - Das vorge- 

mogtkherweise auf katalytische Eigenschaften der dsRNA schlagene Medikamenl erlaubt die Therapie genetisch ge- 

bzw. durch sic induzicrtc Enzyme zurtlckxufUhrcn ist - stcucrtcr Krankhcttcn, z. B. Krcbs, viraler Erkrankungcn 

Ober die Wirksamkeit spezifischcr dsRNA in bezug auf die 55 oder Morbus Alzheimer. 



Hemmung derGenexpression, insbesondere in Saugerzetlen 
und humancn Zellen, ist in diesem Artikel nichts ausgesagt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile 
nach dcm Stand dcr lechnik zu bescitigen. Es soli insbeson- 
dere ein rnoguchst effiziemes Verfahren, Medikament bzw. 
eine moglichsi efhziente Verwendung zur Herstellung eines 
Medikaments angegeben werden, mil dem/der eine beson- 
ders wirksamc Hemmung der Expression eines vorgegebe- 
nen Gens bewirkbar ist. 



Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzen pa- 
thogeny Virus oder Viroid sein. In diesem Fall erlaubt das 
erfindungsgemfifle Medikament auch die Behandlung von 
Tier- odcr Pflanzcnkrankhcitcn. 

Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist die 
dsRNA abschnituweise doppelstrfngig ausgebildet. Der 
komplemenlfire Bereich aus zwei separaten RNA-Einzel- 
strangen oder aus selbstkomplementflren Bereichen eines, 
vorzugsweisc zirfcular ausgebildeien, topologisch geschlos- 



Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der AnsprQche 65 senen RNA-Einzelstrangs gebildet wird. 

1 , 2, 33. 34 und 66 und 67 gelosi. VwtcilhaAe Ausgcsialtun- Die Ertden der dsRNA kttnnen inodinzieri werden, um ei- 

gen ergeben sich aus den AnsprUchen 3 bis 32, 35 bis 65 und nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziatton in die Ein- 

68 bis 100. zelstrange enigegenzuwirken. Eine Dissozialion trill insbc- 
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sonderc bci Verwendung niedrigcr Xonzentrationcn odcr ncs vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der 

kurzer Kettenlangen auf. Zur besonders wirksamen Hem- dsRNA zumindest abschnittsweise komplemcrufir zu die- 

mung dcr Dissoziation kann dcr durch die Nukleolidpaare sem Gen ist. - Es hat rich liberraschend gezeigt, daB eine 

bewirkte Zusammenhah des komplementaren Bereichs solche dsRNA sich als Medikament zur Hcmmung dcr Ex- 

durch mindestens cine, vorzugsweise zwei, wcitcrc chemi- S prcssion cincs vorgegebonen Gens in humancn Zcllcn eig* 

sche VerknUpfung/en crhtiht werden. - Eine erfindungsge* net. Die Hemroung wird im Veigleich rur Verwendung ein- 

mftBc dsRNA, dcrcn Dissoziation vcrmindcrt ist, weist cine zclstr&ngigcr Oligoribonuklcoadc bcrcits bci Konzcntrauc- 

hohere StabiliUit gcgen enzy matischen und chemischen Ab- nen bewirkt, die urn mindestens eine GrdBenordnung niedri- 

bau in der Zelle bzw. im Organismus auf. ger sind. Das crfindungsgermlBe Medikamem ist hoch wirk- 

Insbcsondcre bet Verwendung eines crfindungsgemaBcn 10 aam. Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwanen. 

Vektors kann der komplemenulre Bereich aus selbstkomple- Nach wcitcrer MaBgabe der Erfindung ist cin Mecfika- 

mcntarcn Bcrcichcn cincr RNA-Haarnadclschleife gcbildct mcnt mil mindestens eincm Vcktor zur Kodicning doppcl- 

wird. Die Nukleotide sind im Schleifenbereich zwischen der str&ngiger OUgoribonukleotide (dsRNA) zur Hemmung der 

doppclstrttngigen Slruktur zum Schutz vor Abbiu zwcckimV Expression eines vorgegebenen Gens vorgesehen, wobei ein 

Bigcrwcise chemisch modifizicri. IS Strang der dsRNA zumindest abschnittsweise kompiemen- 

Die chemische VerknUpfung wird zweckmaBigerweise tar zu diesem Gen ist - Das vorgeschiagene Medikament 

durch eine kovalenle odcr ionische Bindung, eine Wasser- weist die vorgcnannlcn Mwteiie auf. Durch die Verwendung 

stoffbruckenbindung, hydrophobe Wcchselwirkungen, vor- eines Vektors konnen insbesondere HersteUungskosten ein- 

zugsweisc van-dcr-Waals- odcr Stapclungswechsclwirkun- gcspait werden. 

gen, odcr durch Metall-lonenkoordination gebildet. Sie » Nach einer besonders voneilhaften Ausgestaltung weist 

kann nach cincm besonders voneilhaften Ausgcstaltungs- dcr komplcmcmttrc Bcrcich hochstens 49 aufcinandcrfol- 

merkmal an mindestens eincm, vorzugsweise an beiden, En- gende Nukleolidpaare auf, - Es hat sich Uberraschender- 

de/n des komplementaren Bereichs hergestellt werden. weisc gczeigt, daB bereits bei einer Lfinge des komplemen- 

Es hat sich weiter ais vorteilhaft erwiesen, daB die chemi- laxcn Bcrekhs von hochstens 49 Baienpaarcn eine efliziente 

schc Verknupfung miuels einer oder rnehrerer Verbindungs- 25 Hemmung der Expression des Zieigens erreicht werden 

gruppen gcbildct wird, wobei die Vcrbindungsgruppcn vor- kann. Entsprcchcndc OHgoribonuklcoiidc konnen mil gcrin- 

zugsweise Poly-(ox yphosphinicooxy- 1 ,3-propandiol)- und/ gerem HersieUungsaufSvand bereitgestelli werden. 

odcr PoiyethylenglycoMCetten sind. Die chemiscne \fer- Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist eine Nferwen- 

knUpfung kann auch durch in den komplementaren Berei- dung doppelstrangiger Oligoribonukleotide zur Herstellung 

chen ans telle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet 30 eines Medikaments zur Hemmung der Expression eines vor* 

werden. Von Vbrteil ist es femer, daB die chemische \fer- gegebenen Gens vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA 

knUpfung durch in den komplementaren Bereiche einge- zumindest abschnittsweise komplcmentar zu diesem Oen 

filmic Azabcnzolcinhcitcn gcbildct wird. Sic kann auBcr- ist. - Obcrraschcndcrwcisc cigncl sich cine solchc dsRNA 

dem durch in den komplementaren Bcrcichcn anstelle von zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 

NuklcoUdcnbcnutzicvcrzwcigtcNuklcotidanaloga gcbildct 35 prcssion cincs vorgegebenen (jens. Bci cincr Verwendung 

werden. von dsRNA wird die Hemmung im \fergleich zur Verwen- 

Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, daB zur Herstellung dung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei um 

der chemischen VerknUpfung mindestens eine der folgenden eine GroBenordnung geringere n Konzentraiionen bewirkt 

Gruppen benutzt wird: Mcthylenblau; birunktionelle Grup- Die erfindungsgemaBe Verwendung ermogiicht also die 

pen, vorzugsweise Bis-(2-chlorcthyl)*-amin; N-acctyl-NXp- *o Herstellung besonders wirksamer Mcdikamcntc. 

glyoxylbenz6yl)-cystarnin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer Nach weiterer MaBgabe der Erfindung ist die Verwcn- 

kann die chemische VerknUpfung durch an den Enden des dung eines Vektors zur Kodierung doppelstrangiger Oligori- 

doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl- bonukleotide (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments 

Gruppen gebildei werden. Vorzugsweise wird die chemi- zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

sche VerknUpfung an den Enden des doppelstrangigen Be- 45 vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA zumindest ab- 

reichs durch Tripelheiix-Bindungen hergestellt schnittsweise komptement&r zu diesem Gen ist. - Die Vcr- 

Dic chemische VerknUpfung kann zweckmaBigerweise wendung cincs Vektors ermogiicht cine besonders wirksaino 

durch ultraviolettes Licht induzien werden. Gentherapie. 

Nach cincr wciicrcn besonders voneilhaften AusgcstaJ- Htnsichtlich vortcilhaftcr Ausgcstaliungcn des Mcdika- 

tung ist vorgesehen, dafi die dsRNA an mindestens ein von 50 ments und der Verwendung wird auf die Beschreibung der 

eincm Virus siammendes, davon abgeleitetes oder ein syn- vorangegangenen Merkmale verwiesen. 
thetisch hergestellles virales HUUprotein gebunden, damit 

assoztiert oder davon umgeben wird. Das HUUprotein kann AusfiJhrungsbeispiel 
vom Poiyomavirus abgclcitct scin. Es kann das HUUprotein 

das Virus-Protein 1 (VP!) und/oder das Virus-Protein 2 55 MittcU hcrkdmmlicher Vcrfahren ist ein ausdemeinzigen 

(VP2) des Poiyomavirus enthaltcn, - Die vorgenannten Sequenzprotokoll ersichtlicher RNA-Einzelstrang enzyma- 

Merkmale erleichtert wesenttich das EinfUhren der dsRNA lisch synihetisiert worden. 

in die Zelle. Femer ist der dazu komplemenulre RNA-Einzelstrang 

Vorzugsweise ist bci Bildung cincs Kapsids odcr kapsid- synihetisiert worden. Anschlicficnd sind dcr Einzclstrang 

anigen Gebildes aus dem HUUprotein die eine Seite zum In- « und der dazu komplemenUire Einzelstrang zur dsRNA verei- 

neren des Kapsids oder kapsidanigen Gebildes gewandt nigt worden. Die so hergestellte dsRNA enthSlt eine be- 

Das gebitdete Konsuukt ist besonders stabil. stimmte DNA-Sequenz unler der Kontrolle des "immediate 

Die dsRNA kann zum primaren oder prozessierien RNA- early gene"-Promotors des Cytomegalievirus. 
Transkript des Zieigens komplement&r sein. - Die Zelle 

kann eine Vertebratenzelle oder eine menschliche Zelte sein. 65 Versuchsprotokoll 

Nach MaBgabe der Erfindung ist femer ein Medikament 

mil mindestens einem Oligoribonukleoud (dsRNA) mil Es wurde ein Plasmid-'Vcktor konstruien. unter dessen 

doprxbtriingiger Suuklur zur Hemmung der Expression ei» Verwendung die benOligle dsRNA hergestelll werden 
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die Inhibition auf der Ebene der Translation stattfindet. Hier 
wurde die Transkription unlersuchL Die hiermit erstmals 
beim Menschen beobachieie Reduzierung der Transkripl- 
Menge eines Oens in Cegenwart von dsRNA teigl deutlich 
5 cine Hcinmung der Expression des entspiccbcndcn Gens an. 
DieserEffckt ist auf einen neuarligen, durch die dsRNA be- 
dingtcn Mcchanismus iurucknifiihrcn, 
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konnte. FUr dessen Konstruktion wurden wurden Oligodes- 
oxyribonukleotide als Primer fUr eine Polymerase-Kcttenrc- 
aktion (PCR) verwendet, von denen eines die Sequenz einer 
EcoRI-Schniustelle und des T7-RNA-Polymerase-Prorno- 
tors (5*-GCA ATT CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGC 
CGA TCA GAT CTC TAG AAO-3*), das andere die einer 
BamHl-Schnittstclle und des SP6-RNA-Polymcrasc-Pro- 
motors (5-GGG ATC CAT TTA GGT GAC ACT ATA 
GAA TAC CCA TGA TCG COT ACT CGA TA-3 1 ) ent- 
Well. Dartiber hinaus emhielten dicse Primer an ihren 3-En- 
den identische bzw. komplcmcniHre Bereiche zur kttuAich 
crwcrblichcn "positive control DNA" des HcUScribc* Nu- 
clear Extract in vitro Transkriptionskil's der Fa. Promega, 
die auch als Malrize RJr die PCR diente. Die LBnge des so 
amplifirierten DNA-Fragmenles betrug 400 Basenpaare, 
wobei 340 Basenpaare der "positive control DNA" entspra- 
chen. Nach PCR wurde das Produkt mil EcoRI und BamHI 
geschnitten. Als Klonierungsvektor fUr das erhaltene PCR- 
Produkl dicntc der Vcktor pUC18. Es crfolgtc Transforma- 
tion von E coli XLl-blue. Plasmid-DNA eines ausgewfihl- » system in viral infection and apoptosis. Biomed. Pharmacol* 



ten Klons, dcrcn Scqucnz durch panicUc Scqucnzicrung 
UberprUft worden war, wurde mil EcoRI bzw. BamHI tinea- 
risiert und als Mauize fur eine in vitro- Transkription mit 
SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendel (Riboprobe in 
vitro Transcription Systems, Fa. Promega). 

Zur Hybridisicrung wurden 500 ul der in Elhanol aufhc- 
wahrten einzelstrttngigen RNA durch Zentrifugaiion gcfellt, 
das getrocknete Pellet in 30 pi PlPES-PurTer (pH 6,4) in Ge- 
gen wart von 80% Form amid, 400 mM NaCl und 1 mM 
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EDTA aufgenommen, jeweils 15 pi der komplemcmfiren 30 267-274. 



EinzetstrUnge zusammengegeben und fUr 10 min auf 85 5 C 
erhitzt. AnschlieBend wurden die Ansfitze bet 50°C Qber 
Nacht inkubicrt und auf Raumicmpcralur abgcktihlt. Um 
reine dsRNA zu erhalten, wurden die einzelstrSngigen 
RNAs durch cinzclstrangspczifischc RNascn abgebaut. 
Hierzu wurden zu alien Ans&tzen in 300 pi Tris, pH7,4, 
300 mM NaCl und 5 mM EDTA 1 , 2 pi RNaseA (10 mg/ml) 
und 2 pi RNascTl (290pg/ml) zugegeben. Die Ansaize 
wurden 1,5 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden die RNa- 
scn durch Zugabc von 5 pi Proteinase K (20 mg/ml) und 
10 pi 20% SDS und Inkubation fur 30 min bei 37°C denatu- 
riert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt 
und mit Elhanol gefSUl. Das getrocknete Pellet wurde in 
15 pi TE-Puffer, pH 6,5 aufgenommen. 

Tcstsystem mit menschlichem Zellkemextraki 

Unter Verwendung des HeLaScribc* Nuclear Extract in 
vitro Transkripiionskit's der Fa. Promega wurde die Tran- 
skriptionsefinzienz des oben angegebenen DNA-Fragments 
("positive control DNA") in Gegenwan der beiden einzel- 
sirangigen Oligoribonukleotide sowie derdsRNAbestimmt. 
Dies erfolgte anhand der in die "run oflP-Transkripte inkor- 
poriertcn RadioaktivitSt des als Substrat verwendcten [or? 2 ?] 
OTP. Die Trennung des freien GTP vom enutandenen Iran- 
skript wurde mittels Gelelektrophorese vorgenommen, Die 
Auswenung des Gels erfolgte mil Hilfe eines Radioaktivi- 
tatsdeiektors (Instant-Imager). 

Ergebnis und Schlussfolgerung 

Es zeigie sich eine deutliche Verringerung der Menge an 
Transkript in Gegenwan von dsRNA im Vergleicb zum 
Kontrollansaiz ohne RNA sowie auch zu den AnsStzen mil 
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PaiemansprUche 

1. Verfahren zur Hemmung dcr Expression eines vor- 10 
gegebencn Zielgens in einer Zelle, wobei ein Oligori- 
bonuklcotid (dsRNA) mil doppclstrangigcr Struklur in 
die Zelle eingefUhn wird, wobei ein Strang der dsRNA 
zumindest abschnitlsweise komplementar zum Zielgen 
tst, dadureh Kekenozrichnet, dafi der zum Zielgen 15 
komplemenittre Bereich hochstens 49 aufeinanderfol- 
gende Nukleolidpaare aufweist. 

2. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vor- 
gegebencn Zielgens in cincr Zelle, wobei ein Vuklor 
zur Kodierung von Oligoribonukleotiden (dsRNA) mil a> 
doppclstrangigcr Struklur zur Hemmung dcr Exprcs* 
sion eines vorgegebenen Zielgens in die Zelle einge- 
fUhrt wird, wobei ein Strang der dsRNA zurnindest ab- 
schnitlsweise komplementar zum Zielgen 1st, dadureh 
gekennzeichnet, daB der zum Zielgen komplementfire 25 
Bereich hochstens 49 aufcinandcrfolgcnde Nuklcotid* 

pa arc aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 
dsRNA in micellare Strukluren, vorzugsweise in Lipo- 
somen. eingeschlossen wird. 30 

4. Verfahren nach einein der vorhergehenden Ansprii- 
che, wobei die dsRNA in virale nartirtiche Kapside 
odcr in auf chcinischcra odcr enzymatischem Wcg her* 
geslellte ktinstliche Kapside oder davon abgeleitete 
Strukturcn eingeschlossen wird. 35 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtl- 
che, wobei die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 
bis 49, Basenpaare aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspril- 
chc, wobei das Zielgen in cukaryontischen Zcllcn ex- 40 
primicrt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, wobei das Zielgen aus der folgenden Oruppe aus- 
gewahlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, 
Em wicklungsgen, Priongen. 45 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
chc, wobei das Zielgen in pathogenen Organismcn, 
vorzugsweise in Plasmodien, exprimien wird. 

9. Verfahren nach einem dcr vorhergehenden Ansprti- 
che, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder VI- 50 
roids 1st. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein 
humanpathogenes Virus oder Viroid isL 

11. Vcrfahrcn nach Anspruch 9, wobei das Virus odcr 
Viroid ein tier- oder pflanzenpaihogencs Virus oder VI- 55 
raid ist. 

12. Verfahren nach einem dcr vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die dsRNA abschnitlsweise doppel- 
sirangig ausgcbildct ist. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An* «> 
spriiche, wobei der komplementfire Bereich aus zwei 
separaten RNA-Einielstrangcn oder aus selbsikomple- 
mentfiren Bereichen eines, vorzugsweise zirkular aus- 
gebildeten. topologisch geschlossenen RNA-Einzel- 
strangs gebildet wird. 6S 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der komplementfire Bereich bus selbst- 
komplementaren Beieichen einer RNA-Haarnadel* 



schleife gebildet wird. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden An* 
spriiche, wobei die Nukleotide im Schleifenbereich 
zwischen der doppelstrfingigen Struklur zum Schutz 
vor Abbau chemisch modifizicri sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtichc, wobei dio Endcn dcr dsRNA modifizicri wcr* 
den, urn einem Abbau in der Zelle oder einer Dissozia- 
tion in die Einzebtrfinge entgegenzuwirken. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der durch die Nukleolidpaare bewirkte 
Zusammcnhali des komplcmcntircn Bcrcichs durch 
mindestens eine, vorzugsweise zwei, weiiere chemi- 
sche \ferkntipfungen erhohl wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden An* 
sprttcbe, wobei die chemische Vertcnupfung durch eine 
kovaiente oder ionische Bindung, eine Wasserstoff- 
brOckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungcn, vor- 
zugsweise vaiwter-Waals- odcrSiapclungswecbselwir- 
kungen, oder durch MeiaU-Ionenkoordination gebildet 
wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die chemische VerknUprung an minde- 
stens einem, vorzugsweise an beiden, Enden des koin- 
plementaren Bereichs hergcstelli wird. 

20. Vcrfahrcn nach einem dcr vorhergehenden An- 
spruche, wobei die chemische VerknOpfung mittels ei- 
ner oder mehrerer Verbindungsgruppen gebildet wird, 
wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly* 
(oxyphosphinicooxy- 1 ,3-propandiol> und/oder Poly- 
ethylenglycol-Ketten sind. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOchc, wobei die chemische VerknOpfung durch in 
den komplemeotaren Bereichen anstelle von Purinen 
bcnulztc Purinanaloga gebildet wird. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUchc, wobei die chemische VerknOpfung durch in 
den komplementaren Bereiche eingefiihrte Azabenzol* 
einheiten gebildet wird. 

23. Vcrfahrcn nach clncm dcr vorhergehenden An- 
sprUche, wobei die chemische \ferknUpfung durch in 
den komplementfiren Bereichen anstelle von Nuklcoti- 
den benutzte verzwcigie Nukleotidanaloga gebildet 
wird. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprQche, wobei zur Herstellung der chemischea Vfer- 
knUpfung mindestencs cine dcr folgenden Gruppcn bc- 
nutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Uruppen, 
vorxugawcisc Bis-(2-chlorcthyl)-aniin; N- acetyl- N 1 - (p- 
glyoxyl-bcnzoyl)-cystomin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOche, wobei die chemische Nferknupfung durch an 
den Enden des doppeUtrangigen Bereichs angebrachte 
Tliiophosphoryl-Cjruppcn gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, wobei die chemische VerknUprung an den En- 
den des doppelstrangigen Bereichs durch Iripelhclix* 
Bindungen hergestellt wird. 

27. Vcrfahrcn nach einem dcr vorhergehenden An* 
spruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von ei- 
nem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein 
synthetisch hergestelltes virales HQllprotein gebunden, 
damit assoziiert oder davon umgeben wird. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprtlche, wobei das HOUprotein vom Polyomavirus ab- 
geleitet ist. 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOchc, wobei das HOllprolein das Vmis-Prolein 1 
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(VP I) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) dcs Poly- 
oma virus enthalt 

30. Verfahren nach cinem dcr vorhergehenden An- 
spriiche, wobei bci Bildung eines Kapsids oder kapsid- 
arligcn Gcbitdcs aus dent HUUprotein die cino Scito 5 
zum Inncren dcs Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
gewandt ist 

31. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, wobei die dsRNA zum primfiren oder prozes- 
sienen RNA-TYanskripl des Zielgens komplemeniax io 
ist. 

32. Verfahren nach cinem dcr vorhcrgchcndcn An- 
sprUche, wobei die Zelle eine Vcrtebratenzelle oder 
eine menschliche Zelle ist 

33. Medikament mit mindestens einem Oligoribonu- 15 
klcotid (dsRNA) mit doppelstrfingiger Stniktur zur 
Hemmung dcr Expression eines vorgegebenen Eel- 
gens, wobei ein Strang der dsRNA zumindesi ab- 
schnitlswcisc komplcmcntar zum Ziclgen ist 

34. Medikament mit mindestens cinem Vektor zur Ko- 3> 
dicrung von Oligoribonukleotidcn (dsRNA) mit dop- 
pelstrfingiger Struktur zur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA zumindest abschnitlsweise komplememUr zum 
Ziclgen ist, 25 

35. Medikament nach Anspruch 33 oder 34, wobei die 
dsRNA verpackt in rrdceUare Strukturcn, vorzugsweise 
in Liposomen, vorliegt 

36. Medikament nach Anspruch 33 oder 35, wobei die 
dsRNA in virale natUrliche Kapside oder in auf cheini- 30 
schem oder enzyinatischem Wcg hergestellte kUnstli- 
che Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlosscn ist. 

37. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 36, 
wobei dsHNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 bis 49, 35 
Basenpaare aufweist. 

38. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 37, 
wobei das Zielgen in eukaryontischen Zelken expri- 
mierbar ist. 

39. Medikament nach cinem dcr AnsprUche 33 bis 38, 40 
wobei das Ziclgen aus dcr folgenden (jruppe ausge- 
wfihlt ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Uen, Ent- 
wicklungsgen, Priongen. 

40. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 39, 
wobei das Zielgen in paihogencn Organismen, vor- 45 
zugsweisc in Plasmodien, exprimierbar ist 

41 . Medikament nach cinem dcr AnsprUche 33 bis 40, 
wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids 
Isl 

42. Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus so 
ein humanpaihogcnes Virus oder Viroid ist 

43. Medikament nach Anspruch 41, wobei das Virus 
oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus 
oder Viroid ist. 

44. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 43, 55 
wobei die dsRNA abschniltsweise doppelstrfingig aus- 
gebildet ist 

45. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 44, 
wobei dcr komplcmcntarc Bcrcich hochstens 49 auf- 
einanderfolgcnde Nukleoiidpaare aufweist. 60 

46. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 45, 
wobei der komplcmentare Bereich aus zwei separaten 
RNA-EinzeisuHngen oder aus selbstkompiementaren 
Bereichen eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, 
lopologisch gescblossenen, RNA-Einzclstrangs gebil- 65 
del ist 

47. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 46, 
wobei der komplemeniare Bereich aus selbstkomple- 
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mentarcn Bereichen einer RNA-Haamadelschleife gc- 
bildet ist 

48. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 47, 
wobei die Nukleodde im Schleifenbereich zwischen 
dcr doppclsirfingigcn Slmktur zum Schutz vor Abbau 
chemisch modiftziert ist 

49. Medikament nach cinem dcr AnsprUche 33 his 48, 
wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn ei- 
nem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die 
Einzelstrange entgegenzuwirken. 

50. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 49, 
wobei der dutch die Nuklootidpaarc bewirktc Zusam- 
menhalt des komplemcntartn Bereichs durch minde- 
stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
knUpfungen erhoht ist 

5 1 . Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 50, 
wobei die chemische VerknUpfung durch eine kova- 
lente oder iontsche Bindung, eine WassentoffbrUcken- 
bindung, hydrophobe Wcchselwirkungen, vorzugs- 
weise van-der-Waals- oder Stapelungswechselwirkun- 
gen, oder durch Metal 1-Ioncnkoordination gcbildct ist 

52. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 5 1, 
wobei die chemische VerknUpfung an mindestens ei- 
nem, vorzugsweise an beiden, Enden des kompleinen- 
taren Bereichs hergestellt ist 

53. Medikament nach einem dcr AnsprUche 33 bis 52, 
wobei die chemische VerknUpfung mittels einer oder 
mehrerer Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die 
Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphi- 
nicooxy-l,3-propandiol>- und/odcr Polyethylenglycol- 
Keltcn sind. 

54. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 53, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
plementaren Bereichen anstelle von Purincn benutzte 
Purinanaloga gcbildct ist 

55. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 54, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in die kom- 
plementiiren Bereiche eingeschaltele Azabcnzoleinhei- 
ten gebildet ist 

56. Medikament nach cinem dcr AnsprUche 33 bis 55, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
plementaren Bereichen anstelle von Nukleotiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist 

57. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 56, 
wobei zur HersieUung der chemischen VerknUpfung 
nundestenes eine der folgenden Oruppen benutzt wird: 
Mcthylcnblau; birunktioncUc Gnippcn, vorzugsweise 
Bis-(2-chIorethyl)-amin; N-acetyl-N-(p-glyoxyl-ben- 
7oyl)-cystamin; 4-Thiouraeil; Psoralen. 

58. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 57, 
wobei die chemische ^rknUpfung durch an den Enden 
des doppelstrangigen Bereichs vorgesehene Thiophos- 
phoryl-Gruppen gebildet ist 

59. Medikament nach einem dcr AnsprUche 33 bis 58, 
wobei die chemische VerknUpfung an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs vorgesehene Tripelhelix- 
Bindungen rind 

60. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 59, 
wobei die dsRNA an mindestens ein von cinem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synlhetisch 
hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit asso- 
ziiert oder davon umgeben ist. 

61. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 60, 
wobei das HUUprotein vom Polyomavirus abgeleitet 
ist 

62. Medikament nach einem der AnsprUche 33 bis 61, 
wobei das HUUprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/ 
oder das Virus-Protein 2 <VP2) des Polyomavirus ent- 
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63. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 62, 
wobci bei Bildung eines Kapsids oder kapsidanigen 
(Jebildes aus dcm HUllprotcin die eine Seite rum Inne- 
rcn dcs Kapsids odcr kapsidanigen Gebildcs gewandt 5 
isL 

64. Mcdikamcnt nach cincm dcr Ansprtichc 33 bis 63, 
wobei die dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-'franskript des Ziclgens komplemenifir ist 

65. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 64 f io 
wobei die Zelle eine Vertebratenzellc oder eine 
mcnschlichc Zcllc ist. 

66. Verwendung eines OUgoribonukleouds (dsRNA) 
mil doppelstrangiger Struklur wr Hersiellung eines 
Medikamcnis zur Hemmung der Expression eines vor- 15 
gegebenen Ziclgens, wobei ein Strang der dsRNA zu- 
mindest abschniiisweise komplemenlttr zum Zielgen 
ist. 

67. Verwendung cincs Vcktors zur Kodicrung Oiigori- 
bonukleotide (dsRNA) mil doppelstrangiger Siruktur 20 
7.ur Hersiellung cincs Mcdikamcnt* zur Hcmmung dcr 
Expression eines vorgegebenen Zielgcns, wobei ein 
Strang der dsRNA zumindest abschniltsweise komple- 
mcntar zu diesem Gen ist. 

68. Verwendung nach Anspruch 66 oder 67, wobei die 25 
dsRNA vcrpackl in micellare Strukturcn, vorzugsweisc 

in Liposomes vorlicgt 

69. Verwendung nach Anspruch 66 oder 68, wobei die 
dsRNA in virale natUrliche Kapside oder in auf cherni- 
schem oder enzymatischem Weg hergestellte ktinstli- 30 
che Kapside oder davon abgeleilete Slrukturen eingc- 
schlossen ist. 

70. Verwendung nach cincm dcr Ansprtichc 66 bis 69, 
wobei dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweisc 15 bis 49, 
Bascnpaarc aufweist w 

71 . Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 70, 
wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen expri- 
niierbar ist. 

72. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 71, 
wobci das Ziclgcn aus dcr folgcndcn Gruppc ausgo- 40 
wflhll ist: Onkogen, Cytokin-Oen, Id-Protein-Gen, Em- 
wicklungsgen, Priongen. 

73. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 72, 
wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vor- 
zugsweise in Plasmodien, exprimierbar ist. 45 

74. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 73, 
wobci das Ziclgcn Bcstandtcil cincs Virus odcr Viroids 
ist 

75. Verwendung nach Anspruch 74, wobci das virus 
ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist 50 

76. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus 
oder Viroid ein tier- oder p(lanzenpathogenes Virus 
oder Viroid ist. 

77. Verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 76, 
wobei die dsRNA abschnittsweise doppelstrfingig aus- 55 
gebildet ist 

78. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 77, 
wobei der komplememare Bereich aus zwet separate n 
RNA-Einzclstrangcn odcr aus sclbstkomplcmcmarcn 
Bereichen eines, vorzugsweisc zirkulax ausgebildeten, CO 
topologisch geschlossenen RNA-Einzelstrangs gebil- 
det ist 

79. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 78, 
wobei der komplememare Bereich aus selbstkomple- 
mentfiren Bereichen einer RNA-Haarnadelschleife ge- 65 
bildet wird. 

80. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 79, 
wobei die Nukleoiide iin Schleifenbereich xwischen 
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der doppelstrfingigen Struktur zum Schutz vor Abbau 
chemisch modifi/iert sind. 

8 1 . Mrrwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 80, 
wobei die Bnden der dsRNA modiftziert sind, urn ei- 
nem Abbau in dcr Zcllc odcr cincr Dissoziation in die 
Einzclstrange entgegenzuwirken. 

82. Verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 81, 
wobei der durch die Nukleoiidpaare bewirkte Zusam- 
menhalt des komplementfiren Bereichs durch minde- 
stens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Ver- 
kntipfungen erhoht ist. 

83. Verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 82, 
wobei die chemische \ferknUpfung durch cine kova- 
lente oder ionische Bindung, cine WasscrstofmrUcken- 
bindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugs- 
weise van-der-Waals- oder Stapclungswcchselwirkun- 
gen, oder durch MetaU-Ionenkoordination gebildet ist 

84. Verwendung nach eincm der AnsprUche 66 bis 83, 
wobci die chemische VerknUpfung an mindestens ei- 
nem, vorzugsweise an beiden, Enden des komplemen- 
tfiren Bereichs hcrgcsicllt ist 

85. Verwendung nach einem dcr AnsprUche 66 bis 84, 
wobei die chemische VferknUpfung miUels einer oder 
mehrerer Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die 
Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphi- 
niccoxy-1,3«propandiol> und/odcr Polycthylcnglycol- 
Ketten sind. 

86. Verwendung nach eincm der AnsprUche 66 bis 85, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
plementfiren Bereichen anstelle von Purinen benutzte 
Purinanaloga gebildet ist. 

87. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 86, 
wobci die chemische Vcrknupfung durch in den kom- 
plementfiren Berciche eingefUhrte Azabenzoleinheitcn 
gebildet ist. 

88. ^rwendung nach einem der Ansprtichc 66 bis 87, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
plementarcn Bereichen anstelle von Nukleoiiden be- 
nutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist 

89. verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 88, 
wobei zur Hersiellung der chemischen VerknUpfung 
mindestenes eine der folgenden Oruppen benutzt wird: 
Methylenblau; bifunklionelle Oruppen, vorzugsweise 
Bis-(2-chloreihyl)-amin; N-acctyt-N , -(p-giyoxyl-bcn- 
zoyl)-cyslamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

90. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 89, 
wobci die chemische VerknUpfung durch an den Endcn 
des doppeisirtngigeo Bereichs angebrachte Thiophos- 
phoryi- Oruppen gebildet Ist 

91. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 90, 
wobei die chemische VerknUpfung an den finden des 
doppelstrfingigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindun- 
gen hergesteUt ist 

92. verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 91, 
wobei die dsRNA an mindestens ein von eincm Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch 
hergestelltes virales HUllprotcin gebunden, damit asso- 
ziiert oder davon umgeben ist. 

93. Verwendung nach cincm dcr AnsprUche 66 bis 92, 
wobei das HUUprotein vom Polyomavirus abgeleitet 
ist. 

94. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 93, 
wobei das HUllprotcin das Virus-Protein 1 (VP1) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus ent- 
hfilt. 

95. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 94, 
wobei bei Bildung cincs Kapsids oder kapsidanigen 
(jebildes ausdem HUUprotein die eine Seite zum Inne- 
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ren dcs Kapsids oder kapsidartigen Cebildes gewandt 
ist 

96. Vferwendungnadieinemto 

wobci die dsRNA zum primfiren oder prozessierten 
RNA-lYvnskfipt dcs Ziclgcns komplememflr ist S 

97. VcrwendungnachcineniocTAnsprOche66bis96 ( 
wobci die Zcllc cine Vcrtcbretcnzcllc oder cine 
roenschliche Zelle ist. 

98. VerwendungnBcheineraderAnsprtJcheeSbisQ?, 
wobei das Medikaincnl in die Blulbahn oder das Inter* 10 
stitium des zu iberapierenden Organismus injizierbar 
ist. 

99. VerwendungnacheinemderAnsprtJcbeCfibisgS, 
wobei die dsRNA bzw. dcr sie kodierende \fektor in 
Bakierien oder Mikroorganismcn aufgenommen sind. 15 

100. Verwendung nach einezn der Ansprttcne 66 bis 
99, wobei der kompletnenifire Berdch hoenstens 49 
aufcinanderfolgende NukleoUdpaare aufweist 
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